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@ Komplex enthaltend den Gerinnungsfaktor IX. 

(57) Faktor IX wird mittels hydrophober Chromatographie selektiv aus einer wasserigen Mischung 
adsorbiert, welche neben dem Faktor IX noch mindestens ein Plasmazymogen oder em Vitamin 
K-abhangiges Protein enthalt. Diese Methode enmoglicht eine leistungsfahige Anreicherung des 
Faktors IX zur Herstellung pharmazeutischer Praparate. 



tn 

<D 



O. 
Ul 



Jouve, 18 f rue Saint-Denis, 75001 PARIS 



EP 0 496 725 A2 

Die Erfindung betrifft einen Komplex, welcher den Gerinnungsfaktor IX enthalt, sowie ein Verfahren zur 
Herstellung eines Faktor IX-haltigen, pharmazeutischen Praparates. 

Der Gerinnungsfaktor IX wird zurSubstitutionsbehandlung von Patienten verwendet, welche an Hamophi- 
lie B leiden. Diese Blutungskrankheit resultiert aus einem Mangel an Faktor IX. 

5 Zur Substitutionsbehandlung werden Faktor IX-Konzentrate verwendet, die melst noch zusatzlich die Ger- 

innungsfaktoren II, VII, IX und X (Prothrombinkomplex) enthalten. Die in derartigen Konzentraten enthaltenen 
Gerinnungsfaktoren zahlen zu den Vitamin-K-abhangigen Faktoren und sind aufgrund ihres ahnlichen Aufbaus 
miteinander vergesetlschaftet. Fur Bluter, die an Hamophilie B leiden, bedeutet aber jede Zufuhr von anderen 
Gerinnungsfaktoren als Faktor IX eine Belastung. Deshalb ist man bestrebt, hochangereicherte Faktor IX-Kon- 

10 zentrate alternate zu den Kombinationspraparaten in der Therapie einzusetzen. 

Ausgangsmaterial zur Herstellung von Faktor IX-Praparaten ist menschliches Plasma, das den Faktor IX 
aber nur in geringen Mengen enthalt (4 ug/ml). Zur Gewinnung des Faktors IX mussen daher nicht nur groBe 
Mengen Plasma verarbeitet werden, es mussen auch die storenden Begleitproteine so welt wie mdglich abge- 
trennt werden. Erschwerend kommt hinzu, daB diese Begleitproteine ahnliche physikalisch-chemische Eigen- 

15 schaften aufweisen. 

Eine weitere Schwierigkeit besteht darin, daB das Endprodukt im Zuge der Aufarbeitung von infektiSsen 
Agentien befreit werden muB, da das Ausgangsmaterial z.B. Hepatitis-Viren oder HIV enthalten kann. Dabei 
muB aber jeder einzelne Verfahrenschritt und jede Virusinaktivierung so durchgefuhrt werden, daB die biolo- 
gische Aktivitat des Faktors IX moglichst erhalten bleibt. Seit Jahren wird versucht, ein Verfahren zu finden, 

20 das die genannten Anforderungen optimal erfullt 

Die Anreicherung des Faktors IX bei gleichzeitiger Abreicherung der anderen Faktoren durch chromato- 
graphische Verfahren gelingt naturgemaB umso besser, je spezifischer die Wechselwirkung des Gerinnungs- 
faktors IX mit der stationaren Phase ist. 

Fur die Herstellung einer Faktor IX-haltigen Fraktion aus die Faktoren II, VII, IX und X enthaltenden was- 

25 serigen Mischungen sind bereits ionenaustausch- und afflnltatschromatographische Verfahren bekannt. Ge- 
maB dem in der DE-C - 39 14 869 beschriebenen Verfahren wird eine Faktor IX-haitige Fraktion gewonnen, 
indem der Faktor IX zunachst an einem eine a-Hydroxyl-Amino-Gruppe tragenden Adsorbens adsorbiert wird. 
Die Elution des adsorbierten Faktors IX erfblgt durch Erhohung der Amin- oder der Salzkonzentration, was auf 
ionische Bindungskrafte zwischen dem Faktor IX und dem Adsorbens hindeutet Im AnschluB an diese erste 

30 Anreicherungsstufe wird eine Reinigung mittels Chromatographie an einer sulfatiertes Kohlehydrat tragenden 
Matrix angeschlossen. 

AfTinitatschromatographische Verfahren zeichnen sich durch eine hone Spezrfitat aus. Faktor IX wird an 
ein Tragermaterial via Antikorper oder anderen Gruppen mit hoher Affinitat zu Faktor IX, z.B. Heparin, adsor- 
biert, gewaschen und eluiert. Beispielsweise wird nach dem Verfahren der EP-A - 317 376 Faktor IX an immo- 
35 bilisiertem Heparin adsorbiert. Die Etution des Faktors IX erfolgt durch Erhohung der Salzkonzentration im 
Puffer. Ahnliches gilt fur Antikorper gegen Faktor IX als Affinitatstrager. 

In der EP-A-229 026 wird Faktor IX an einen immobilisierten Antikorper adsorbiert und durch einen Salz- 
gradienten eluiert Ein Problem besteht darin, daB bei den angewandten Elutionsbedingungen nicht nur der 
Faktor IX dissoziiert, sondern auch Heparin bzw. Antikorper, die in der Folge als Verunreinigungen im Endpro- 
40 dukt voriiegen. 

Weiters ist bekannt, daB ein Gerinnungsfaktorenkonzentrat, enthaltend die Faktoren II, VII, IX und X, durch 
Chromatographie an einer hydrophoben Matrix von Virus-Antigenen befreit werden kann, indem die genannten 
Antigene an der Matrix hydrophob gebunden werden, wahrend die Gerinnungsfaktoren unter Erhaltung ihrer 
biologischen Aktivitat die Matrix passieren (J.Vir.Meth., 3, 213-228 (1981)). 
45 Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein chromatographisches Verfahren berertzustellen, das die ge- 

nannten Nachteile nicht aufweist und eine leistungsfahige Anreicherung des Faktors IX aus einer wasserigen 
Mischung ermoglicht, welche noch weitere Proteine, insbesondere Plasmazymogene oder Vitamin K-abhan- 
gige Proteine, enthalt. 

ErfindungsgemaB wird ein Gerinnungsfaktor IX-KomplexzurVerfugung gestellt, welcher aus einem Trager 
so auf Basis eines Polymeren mit hydrophoben Gnjppen besteht, an den Faktor IX aus einer wasserigen, neben 
dem Faktor IX noch mindestens ein Plasmazymogen enthaltenden Mischung selektiv gebunden ist. Der Faktor 
IX kann im erfindungsgemaBen Komplex auch aus einer wasserigen, neben dem Faktor IX noch mindestens 
ein Vitamin K-abhangiges Protein, wie Protein C, Protein S oder die Faktoren II, VII und X enthaltenden Mi- 
schung, oder aus einer wasserigen Mischung, welche den Prothrombinkomplex enthalt, selektiv gebunden vor- 
55 liegen. 

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, daB Gerinnungsfaktor IX an einer hydrophobe Seitenketten auf- 
weisenden Matrix aus einer wasserigen Losung, welche eine hohe Leitfahigkeit aufweist, selektiv, d.h. in Ge- 
genwart eines Plasmazymogens oder eines Vitamin K-abhangigen Proteins, adsorbiert. Das ist insofem 
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uberraschend, da die genannten Protein e ahnliche physikalisch-chemische Eigenschaften besitzen. Diese se- 
lektive Adsorbierbarkeit des Faktors IX kann zur Anreicherung des Faktors IX herangezogen werden. 

Eine bevorzugte AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen Komptexes ist dadurch gekennzeichnet daB 
der FaktorIX in mindestens funffacher Aktivit3tgegenubereinemanderen vorhandenen Vitamin K-abhSngigen 
5 Protein enthalten 1st. 

Der erfindungsgema'&e Komplex 1st vorzugsweise einer Behandlung zur Inaktivierung etwa vorhandener 
infektioser Agentien unterzogen. 

Der erfindungsgemafte Komplex kann hergestellt werden, indem eine der oben genannten, Faktor IX-hal- 
tigen, wasserigen Mischungen, welche eine Leitfahigkeit von mindestens 30 mS, vorzugsweise zwischen 60 
10 und 120 mS, aufweist, mit einem Trager auf Basis eines Polymeren mit hydrophoben Gaippen in Kontakt ge- 
bracht wird, urn den Faktor IX zu komplexieren, worauf der gebildete Komplex gegebenenfalls gewaschen und 
gegebenenfalls einer Inaktivierung von etwa vorhandenen infektidsen Agentien unterzogen wird. Erfindungs- 
gemaG wird der Faktor IX somitdurch die Technik der hydrophoben Chromatographie angereichert Vorteilhaft 
wird die Komplexbildung in Gegenwart eines Detergens durchgefuhrt 
is Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung eines pharmazeutischen Prdparates enthaltend 

den Gerinnungsfaktor IX, das dadurch gekennzeichnet ist, dad der Faktor IX aus dem erfindungsgemdfien 
Komplex eluiert wird, wonach das Faktor IX-haltige Eluat zu einer pharmazeutischen Preparation aufgearbeitet 
wird. Die Elution wird - wie fur die hydrophobe Chromatographie ublich - bei niedrigeren Leitfahigkeiten durch- 
gefuhrt als die Adsorption. Zweckmafiigerweise wird die Elution bei einer Leitfahigkeit durchgefuhrt welche 
20 maximal 20 % niedriger liegt. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens besteht darin, daft 

- Plasma oder eine Faktor IX-haltige Plasmafraktion einer Anionenaustauscherchromatographie unterwor- 
fen wird, wobei Faktor IX gebunden wird, 

- der gebundene Faktor IX eluiert wird, 

25 - der eluierte Faktor IX in Gegenwart eines Detergens einer Anionenaustauscherchromatographie unter- 

worfen wird, wobei Faktor IX gebunden wird, 

- der gebundene Faktor IX eluiert wird, 

- das Faktor IX-haltige Eluat einer Inaktivierung etwa vorhandener infektioser Agentien unterzogen wird, 
und 

30 - mittels hydrophober Chromatographie Faktor IX abgetrennt und zu einem pharmazeutischen Praparat 

verarbeitet wird. 

Der erfindungsgemafte Komplex kann weiters zur Gewinnung monoklonaler oder polyklonaler Antikorper 
verwendet werden, welche gegen den Faktor IX gerichtet sind. 

Mit den nachfolgenden Beispielen wird die Erfindung noch naher erlautert 

35 

Beispiel 1: 

Aus 10 Liter menschlichem Blutplasma wird der Prothrombinkomplex (die Blutgerinnungsfaktoren II, VII, 
IX und X) nach der Methode von Brummelhuis (Methods of Plasma Protein Fractionation, ed JM Curling, pp 
40 117, Acad. Press. 1980) durch Adsorption an DEAE-Sephadex gewonnen. 50 ml Prothrombinkomplex (3669 
I.E. Faktor II, 2858 I.E. Faktor IX und 2734 I.E. Faktor X) werden diafiltriert, um die Zusammensetzung des 
Puffers A (1000 mM NaCI, 15 mM Natriumcitrat, pH: 7) zu erreichen. 

Eine Saule mit 30 ml eines hydrophilen Vinylpolymers mit Butyl-Gruppen (Fractogel TSK-Butyl (MERCK, 
Darmstadt)) wird mit 100 ml Puffer A equilibriert und der Prothrombinkomplex mit einer Flu&rate von 360 ml/h 
45 aufgetragen. Nach dem Waschen des beladenen Gels mit 350 ml Puffer A wird die Faktor IX-haltige Fraktion 
mittels 180 ml Puffer B (400 mM NaCI) eluiert 

Die Ausbeute fur den Faktor IX lag bei 76 % der Ausgangsaktivitat Die spezrfische Aktivitat des Faktors 
IX betrug 19,7 I.E. Faktor IX/mg Protein. Die Faktoren II und X konnten zu weniger als 20 % der Ausgangsak- 
tivitat nachgewiesen werden. 

50 

Beispiel 2: 

50 ml Prothrombinkomplex werden analog zum Beispiel 1 chroma tographiert Als Saulenmaterial wird je- 
doch 45 ml eines Methacrylat-Polymer mit Phenyl-Gnjppen (Toyopeart Phenyl 650 M (TOSO HAAS, Stuttgart)) 
55 verwendet, welches mit 1 ,4 M Ammoniumsulfat equilibriert wurde. Die Elution des Faktors IX erfolgt mit 0,2 M 
Ammoniumsulfat 

Die Ausbeute fur den Faktor IX lag bei 48 % der Ausgangsaktivitat und die spezrfische Aktivitat betrug 27,2 
I.E. Faktor IX/mg Protein. 
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Bei spiel 3: 

150 ml Prothrombinkomplex werden mittels Dextransulfat vorgereinigt (Miletfch et al., Analytical Bioche- 
mistry 105, 304 (1980)). 20 ml Eluat (912 I.E. Faktor IX, 160 I.E. Faktor X) werden analog zum Beispiel 1 auf 
5 eine Siule mit 20 ml eines Agarose-Polymer mit Octyl-Gruppen (Octyl-Sepharose-CL~4B (PHARMACIA, 
Schweden)) aufgetragen. Die Saule wurde zuvor mit 80 mi Puffer A equilibriert. Nach dem Waschen des be- 
ladenen Gels mit 120 ml Puffer A wird die Faktor IX-haltige Fraktion mit 80 ml einer250 mmolaren NaCI-Losung 
eluiert. 

Die Ausbeute an Faktor IX lag bei 54 % der Ausgangsaktivitat. Die spezifische Aktivitat betrug 186 I.E. 
10 Faktor IX/mg Protein. Faktor X war nur mehr in Spuren vorhanden. 

Beispiel 4: 

50 ml Prothrombinkomplex werden analog zu Beispiel 1 mittels hydrophober Chromatographie getrennt 
is Unmittelbar vor dem Auftragen auf 35 ml eines hydrophilen Vinylpolymer mit Butyl-Gruppen (Fractogel TSK- 
Butyl) wurde der Prothrombinkomplex noch zusatzlich mit 2 % eines Polyoxyathylen-20-sorbitan-monooleates 
Tween 80 und 0,01 % Tri-(n-butyl)phosphat nach dem in der US-A - 4,820.805 beschriebenen Verfahren be- 
handelt 

Die Ausbeute an Faktor IX lag bei 83 % der Ausganqsaktivitat und die spezifische Aktivitat betrug 24,1 I.E. 
20 Faktor IX/mg Protein. 

Beispiel 5: 

Urn eventuelle Krankheitserregerzu inaktivieren, werden 2 g des lyophilisierten Prothrombinkomplex nach 
25 dem in der EP-A - 0 159 31 1 beschriebenen Verfahren 1 0 Stunden lang bet 60°C unter ErhShung des partiellen 
Wasserdampfdrucks erhitzt. Anschliettend wird die hydrophobe Chromatographie an 20 ml eines Agarose-Po- 
lymer mit Octyl-Gruppen (Octyl-Sepharose-CL-4B) durchgefuhrt. 

Die Ausbeute an Faktor IX tag bei 63 % der Ausgangsaktivitat. Die spezifische Aktivitat betrug 32 I.E. Faktor 
IX/mg Protein. 



Patentanspruche 

1. Gerinnungsfaktor IX-Komplex bestehend aus einem Trager auf Basis eines Polymeren mit hydrophoben 
35 Gruppen, an den Faktor IX aus einer wasserigen, neben dem Faktor IX noch mindestens ein Plasmazy- 

mogen enthaitenden Mischung selektiv gebunden ist. 

2. Gerinnungsfaktor IX-Komplex bestehend aus einem Trager auf Basis eines Polymeren mit hydrophoben 
Gruppen, an den Faktor IX aus einer wasserigen, neben dem Faktor IX noch mindestens ein Vitamin K- 

40 abhangiges Protein, wie Protein C. Protein S Oder die Faktoren II, VII und X enthaitenden Mischung se- 

lektiv gebunden ist. 

3. Komplex nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dak der Faktor IX aus einer wasserigen Mischung 
gebunden ist, welche den Prothrombinkomplex enthSlt. 

45 

4. Komplex nach einem der Anspruche 2 oder 3, in welchem der Faktor IX in mindestens funffacher Aktivitat 
gegenuber einem anderen vorhandenen Vitamin K-abhangigen Protein enthalten ist. 

5. Komplex nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, behandeltzurlnaktivierungetwa vorhandener 
50 infektioser Agentien. 

6. Verfahren zur Herstellung eines Komplexes nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dad eine der in den Anspruchen 1 bis 4 genannte wasserige Mischung, welche eine Leitfahigkeit von min- 
destens 30 mS, vorzugsweise zwischen 60 und 120 mS, aufweist, mit einem Trager auf Basis eines Po- 

55 lymeren mit hydrophoben Gruppen in Kontakt gebracht wird, urn den Faktor IX zu komplexieren, worauf 

der gebildete Komplex gegebenenfalls gewaschen und gegebenenfalls einer Inaktivierung von etwa vor- 
handenen infektiosen Agentien unterzogen wird. 

4 
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7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daft die Komplexbfldung in Gegenwart eines De- 
tergens durchgefuhrt wird. 

8. Verfahren zur Herstellung eines pharmazeutischen Pra pa rates enthaltend den Gerinnungsfaktor IX, da- 
5 durch gekennzeichnet, daH der Faktor IX aus einem Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 5 eluiert 

wird, wonach das Faktor IX-haltige Eiuat zu einer pharmazeutischen Preparation aufgearbeitet wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daft die Elution bei einer LeitfShigkeit durchgefuhrt 
wird, welche maximal 20 % unter derjenigen liegt, welche zur Komplexierung des Faktors IX gemaft An- 

10 spruch 6 angewendet wurde. 

10. Verfahren zur Herstellung eines pharmazeutischen Praparates, enthaltend den Gerinnungsfaktor IX, ge- 
kennzeichnet durch die Kombination der Ma&nahmen, daft 

- Plasma odereine Faktor IX-haltige Plasmafraktion einer Anionenaustauscherchromatographie unter- 
15 worfen wird, wobei Faktor IX gebunden wird, 

- der gebundene Faktor IX eluiert wird, 

- der eluierte Faktor IX in Gegenwart eines Detergens einer An ionenaustauscherchromatographie un- 
terworfen wird, wobei Faktor IX gebunden wird, 

- der gebundene Faktor IX eluiert wird, 

20 - das Faktor IX-haltige Eluat einer Inaktivierung etwa vorhandener infektibser Agentien unterzogen 

wird. und 

- mittels hydro phober Chromatographie Faktor IX abgetrennt und zu einem pharmazeutischen Prapa- 
rat verarbeitet wird. 

25 11. Verwendung eines Komplexes nach einem der Anspruche 1 bis 5 zur Gewinnung monokJonaler oder po- 
lyklonaler Antikorper, welche gegen den Faktor IX gerichtet sind. 
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